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Abstract of DE 19628705 (A1) 

The present invention relates to novel oxygen carriers which contain haemoglobin-hydroxyethyl starch 
conjugates, and a process for the preparation thereof. The invention also relates to the use of said oxygen 
carriers as blood substitutes, plasma expanders, perfusion agents, haemodilution agents and/or 
cardioplegic solution. The object of the invention are oxygen carriers which contain a haemoglobin- 
hydroxyethyl starch conjugate in which the haemoglobin and the hydroxyethyl starch are linked selectively 
to each other via amide bonds between free amino groups of the haemoglobin and of the oxidised, 
reducing end group of the hydroxyethyl starch. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Sauerstoff- 
Transport-Mittel, die Hamoglobin-Hydroxyethylstarke- 
Konjugate enthalten, sowie Verfahren zu deren Her- 
stellung. Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung 
der Sauerstoff-Transport-Mittel als Blutersatzstoff, 
Plasma-Expander, Perfusionsmittel, Hamodilutionsmit- 
tel und/oder kardiopiegische Losung. 

Die Entwicklung von stromafreien Hamoglobin-Lo- 
sungen, sogenannten "Hamoglobin-Based-Oxygen Car- 
riers" (HOBC's), die als Blutersatzstoff verwendbar sind, 
ist seit langem ein vordringliches Ziel der pharmazeuti- 
schen Forschung und Entwicklung. 

Blutverlust, beispielsweise als Folge eines Unfalls 
oder einer Operation, wird in den meisten Fallen mit 
einer allogenen Blutspende behandelt Die damit assozi- 
ierten Probleme des unkontrollierten Transfers von pa- 
thogenen Organismen, insbesondere von Viren wie HIV 
oder Hepatitis-Erregern, sowie die Notwendigkeit der 
Blutgruppentypisierung vor der Transfusion sind dem 
Fachmann seit langem bekannt und in der Literatur urn- 
fassend beschrieben. 

Ein als vollwertiger Blutersatz verwendbares HBOC- 
Produkt wiirde nicht nur diese Probleme losen, sondern 
kdnnte dariiber hinaus als Plasma-Expander, Perfu- 
sionsmittel, Hamodilutionsmittel und/- oder kardiopie- 
gische Losung verwendet werden. 

Obgleich der Bedarf an einem derartigen Produkt be- 
reits f riihzeitig erkannt wurde (vgl. Rabiner, J. Exp. Med. 
126, (1967) 1127), hat bisher keines der bekannten 
HBOC-Produkte den Status eines zugelassenen Arznei- 
mittels erreicht. 

Das natiirliche Sauerstoff-Transport-Mittel ist der 
Blutfarbstoff Hamoglobin, ein Chromoprotein mit ei- 
nem Molekulargewicht (MG) von 64 Kilodalton (kDa). 
Das Protein besteht aus zwei a- und (3-Peptidketten, die 
als prosthetische Gruppe jeweils ein Ham gebunden 
haben. Dabei handelt es sich um einen Porphyrin-Ring 
mit zentraiem Eisen-Atom. Isolierte Hamoglobin-Mole- 
kiile sind sehr instabil und zerfallen rasch in die stabile- 
ren a,p-Dimere (MG 32 kDa). Die biologische Halb- 
wertszeit von isoliertem Hamoglobin im Blutkreislauf 
liegt bei etwa 1 Stunde, da die Dimere schnell uber die 
Nieren ausgeschieden werden. Dabei erzeugen die Di- 
mere nephrotoxische Nebenwirkungen (vgl. Bunn & 
Jandl, J. Exp. Med. 129, (1967) 925-934). 

Die zunachst entwickelten HBOC-Produkte besaften 
zudem ein nephrotoxisches Potential, das auf Verunrei- 
nigungen der Produkte mit zellularen Bestandteilen zu- 
riickgefuhrt wurde (vgl. Relihan, Ann. Surg. 176, (1972) 
700). 

Ferner fehlt einer isoiierten Hamoglobin-Zusammen- 

setzung das 2,3-Diphosphoglycerat (2,3-DPG), welches 
den naturlichen, allosterischen Aktivator der Sauer- 
stoffbindung darstellt. Daraus resultiert eine gesteigerte 
Sauerstoff-Bindungsaffinitat des isoiierten Hamoglo- 
bins und, damit einhergehend, ein verringertes Sauer- 
stoff-Freisetzungsvermogen derartiger Zusammenset- 
zungen. 

Entwicklungsarbeiten an derivatisierten Hamoglo- 
bin-Molekiilen waren daher in erster Linie darauf ge- 
richtet, deren Sauerstoffiibertragungseigenschaften zu 
verbessern, sowie die nephrotoxischen Symptome zu 
umgehen. Dabei wurde Hamoglobin intramolekular 
vernetzt, zur Bildung von polymeren HBOC-Formen 
intermolekular verknupft und/oder an Poiymere gekop- 
pelt, um konjugierte HBOC-Formen zu schaffen. 
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Die Vernetzung von Hamoglobin mittels bi- oder 
polyfunktionaler Vernetzungsmittel kann selektiv oder 
nicht-selektiv erfolgen. Bei einer Form der selektiven 
Vernetzung werden zwei Proteinketten des Hamoglo- 
5 bins intramolekular miteinander verbunden, wodurch 
die natiirliche tetramere Form des isoiierten Hamoglo- 
bin-Molekuls stabilisiert wird. Durch Auswahl eines ge- 
eigneten Vernetzungsmittels kann die Sauerstoff-Af fini- 
tat des Hamoglobins ferner so eingestellt werden, daB 

io vernetztes Hamoglobin unter physiologischen Bedin- 
gungen Sauerstoff reversibel binden kann. Beispiele fur 
derartige Vernetzungsmittel sind Pyridoxalphosphat 
und Diaspirin sowie deren Derivate. Verfahren zur Ver- 
netzung von Hamoglobin werden beispielsweise in Be- 

15 nesch (Meth. EnzymoL, Vol. 231 (1994), 267-274), Kei- 
pert et al. (Transfusion, Vol. 29 (1989), 767-773), Snyder 
et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84 (1987), 7280-7284) 
und in Rogers et al. (Biochim. et Biophys. Acta, 1248 
(1995), 135- 142) beschrieben. 

20 Bei einer nicht-selektiven Vernetzung entstehen in- 
termolekular vernetzte, poiymere HBOC-Produkte. 
Entsprechende Vernetzungsmittel und Verfahren zu de- 
ren Verwendung werden beispielsweise in DE- 
26 07 706, EP-0 646 130 und Hai et al. (Art Cells, Blood 

25 Subs, and Immob. Biotech, 22(3) (1994), 923-931) be- 
schrieben. Einen Oberblick uber verschiedene Hamo- 
globin- Derivate und die mit dem klinischen Einsatz ver- 
bundenen Probleme geben die Veroffentlichungen von 
Gould et al, Transfus. Sci. 16, (1995) 5—17, und Chang et 

30 aL, Biomat, Art Ceils & Immob. Biotech., 20, (1992) 
159-179. 

Bekannte Hamoglobin-Konjugate werden umfassend 
in Xue und Wong (Meth. in Enzymol., 231 (1994), S. 
308—322) und beispielsweise in DE 26 16 086 oder 

35 DE 26 46 854 beschrieben. Letztere offenbart Verfah- 
ren mittels derer Hamoglobin an Hydroxyethylstarke 
gebunden wird, indem Hydroxyethylstarke zunachst mit 
Natriumperiodat umgesetzt wird. Dabei entstehen Dial- 
dehyde, an die Hamoglobin gebunden wird Demgegen- 

40 uber beschreibt die DE 26 16 086 die Kopplung von Ha- 
moglobin an Hydroxyethylstarke nach einem Verfah- 
ren, bei dem zunachst ein Vernetzungsmittel (z. B. 
Bromcyan) an die Hydroxyethylstarke gebunden wird 
und anschlieBend Hamoglobin an das Zwischenprodukt 

45 gebunden wird. 

Die Sauerstoff-Bindungsaffinitat der Hamoglobin- 
Derivate hangt neben der Auswahl von geeigneten Ver- 
netzungs- und/oder Polymerisationsmitteln auch vom 
Liganden der Ham-Gruppe wahrend der Vernetzung 

50 und/oder Polymerisation ab. Oxy-Hamoglobin oxidiert 
schnell zu Met-Hamoglobin (Fe— III), welches eine zu 
hohe Sauerstoff-Bindungsaffinitat besitzt, um als Sauer- 
stoff-Transport-Mittel geeignet zu sein. Daher wurden 

die genannten Verfahren zur Herstellung von HBOC- 
55 Derivaten auch mit Desoxy-Hamoglobin durchgefuhrt 
(vgl. Benesch, R. E. a.a.O.). 

Die bisherigen Verfahren zur Herstellung von ver- 
netzten und/oder konjugierten HBOC-Produkten er- 
moglichten jedoch keine selektive Bindung von Hamo- 
60 globin an das jeweilige Polymer. Es entstand in alien 
Verfahren ein Gemisch von Co-Polymeren, dessen Be- 
standteile unterschiedliche biologische Aktivitaten auf- 
wiesen. Das Reaktionsprodukt, bzw. die Zusammenset- 
zung der Mischung konnte bislang nur grob charakteri- 
65 siert werden. Sowohl die hohermolekularen Produkte 
(MG > 500 kDa) als auch residuale, tetramere Formen 
fiihrten zu toxischen Nebenwirkungen. Die Entfernung 
der jeweiligen nieder- und/oder hochmolekularen An- 
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teile aus den HBOC-Produkten, zum Beispiel durch zu- 
satzliche Filtrationsschritte, bedingt betrachtliche Aus- 
beuteverluste, wodurch die Wirtschaftlichkeit der Her- 
stellungsverfahren erheblich verschlechtert wird. 

Die bisher getesteten HBOC-Produkte wiesen zu- 
satzlich vaskulare Nebenwirkungen auf, die nach neue- 
sten klinischen Studien auf niedermolekulare, d. h. im 
wesentlichen tetramere HBOC-Formen zuriickzufuh- 
ren sind (vgl. Gould et al, a.a.O„ und Alayash & Cashon, 



geeignet sind, da diese besonders gut vertraglich sind 
Das Mittel weist eine Sauerstoffbindungsaffinitat auf, 
die eine reversible Sauerstoff-Bindung unter physiologi- 
schen Bedingungen ermoglicht (P 50 von 20 bis 50 mm 
Hg). Das Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugat 
ist zu groB, urn in die endothelialen Zellagen der Blutge- 
faBe einzudringen, und verursacht daher keine hyperto- 
nischen Nebenwirkungen. Das Sauerstoff-Transport- 
Mittel enthalt weder antigene noch pyrogene Bestand- 



Molecular Medicine Today, 1, (1995) 122-127). Diese 10 teile und verursacht audi keine nephrotoxischen Ne- 
niedermolekularen HBOC-Formen sind in der Lage, aus benwirkungen. 

dem Blutkreislauf in die endothelialen Zellagen der ErfindungsgemaB wurde iiberraschenderweise fest- 
BlutgefaBe iiberzutreten. Die hohe Bindungsaffinitat gestellt, daB die vorteilhaften rheologischen Eigenschaf- 
des Hamogiobm fur das Stickoxid (NO, auch bekannt als ten, die Hydroxyethylstarke zu einem bevorzugten Mit- 
Endothelial-Derived Relaxing Factor, EDRF) fuhrt da- 15 tel fur die Hamodilution und zum Volumenersatz se- 



zu, daB sich die frei verfugbare NO-Menge in diesem 
Gewebe nach Applikation von HBOC-Derivaten dra- 
stisch reduziert Als Folge der lokalen Verringerung der 
NO-Konzentration entsteht eine systemische Vasokon- 
striktion, die zu Hypertonic fuhrt. 

Jia et al. (Nature, 380, (1996) 221-226) schreiben dem 
Hamoglobin sogar eine zentrale Rolle in der Regulation 
des NO-Kreislaufs zu. Demnach wird Hamoglobin in 
der Lunge kooperativ oxygeniert und S-nitrosiliert. Die 



macht haben (vgl Weidler et al. 5 Arzneim.-Forschung/ 
Drug Res,, 41, (1991) 494-498), in dem Konjugat erhal- 
ten bleiben. Die gute Vertraglichkeit des Sauerstoff- 
Transport- Mi ttels begriindet sich somit auch durch eine 
20 iiberraschende Kombination der vorteilhaften Sauer- 
stoff-Transport-Eigenschaften des Hamoglobins und 
der Hamodilutions-Eigenschaften der Hydroxyethyl- 
starke. 

Das Sauerstoff-Transport-Mittel weist eine lange vas- 



NO-Gruppe wird wahrend des arterio-vendsen Ober- 25 kulare Persistenz auf und die Molekiiloberflache des 



gangs auf andere Proteine ubertragen, welche dadurch 
eine NO-ahnliche, gefaBerweiternde Aktivitat erlangen. 
Vernetzte HBOC-Produkte besitzen jedoch in der Re- 
gel keine kooperativen Eigenschaften mehr. 

Eine weitere toxische Aktivitat der bisher getesteten 
HBOG-Produkte wurde u. a. von Alayash und Cashom 
beschrieben (vgl. Molec. Med. Today, (1995) a.a.O.). 
Demnach sind Hamoglobin-Molekule auBerhalb der 
Erythrozyten an Redoxreaktionen beteiligt, in deren 
Verlauf hochreaktive Hamoglobin- und Sauerstoff-Spe- 
zies entstehen, die u. a. fur Lipid-Peroxidation verant- 
wortlich gemacht werden. 

Um die toxischen Nebenwirkungen der bislang gete- 
steten HBOC-Produkte zu unterbinden, wurden Appli- 



Hamoglobins wird durch Substituenten abgeschirmt. 
Oberraschenderweise wurde festgestellt, daB das Ha- 
moglobin im erfindungsgemaBen Harnoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugat durch diesen Abschirmef- 
30 fekt daran gehindert wird, an toxischen Redoxreaktio- 
nen teilzunehmen. 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemaBen Sauer- 
stoff-Transport-Mittels besteht darin, daB Hydroxyet- 
hylstarke und Hamogiobm als Konjugat gleichzeitig in 
35 hohen Konzentrationen verabreicht werden konnen, 
ohne daB dadurch der kolloid-osmotische Druck erhdht 
wird. 

Das Sauerstoff-Transport-Mittel enthalt das Hamo- 
globin-Hydroxyethyistarke-Konjugat in einer Konzen- 



kationsformen entwickelt, bei denen Hamoglobin in Li- 40 tration zwischen 2 und 20 g/dL, bevorzugt in einer Kon- 

posomen verpackt wird, wodurch kunstliche, Erythrozy- zentration zwischen 5 und 15 g/dL und besonders be- 

ten-ahnhche Transportorganellen fur Hamoglobin ent- vorzugt in einer Konzentration von 10 g/dL. Das Sauer- 

stehen (vgl. Rudolph et al, Crit Care Med 22, (1994) stoff-Transport-Mittel kann ferner bekannte physiolo- 

142- 150). Der hohe Emtrag von Phospholipiden in den gisch vertragliche Trager, Verdunnungsmittel oder Ex- 

Blutkreislauf ist jedoch mit einem weiteren Risiko fiir 45 zipienten enthalten. 

die Patientenverbunden. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird zur 

Zusammenfassend kann festgehalten werden, daB die Herstellung des Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon- 

bisher getesteten HBOC-Produkte keine Arzneimittel- jugates bevorzugt stroma-freies, gereinigtes und pa- 

zulassung erhalten haben, da deren klinische Verwen- steurisiertes Hamoglobin verwendet, das nach im Stand 

dung als Sauerstoff-Transport-Mittel bisher durch eine 50 der Technik umfassend beschriebenen Verfahren ge- 

unzureichende Vertraglichkeit verhindert wurde. wonnen werden kann. Das Hamogiobm kann vernetzt 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, und/oder polymerisiert sein. Das Hamoglobin kann 

em Sauerstoff-Transport-Mittel zur Verfugung zu stei- menschlichen, tierischen oder rekombinanten Ur- 

ien, welches als Blutersatzstoff klinisch verwendbar ist sprungs sein. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

Eine weitere Aufgabe dieser Erfindung Iiegt in der Be- 55 wurde iiberraschenderweise festgestellt, daB die Ab- 



reitstellung eines geeigneten Herstellungsverfahrens 
fiir das erfindungsgemaBe Sauerstoff-Transport-Mittel. 

Diese Aufgabe wird durch ein Sauerstoff-Transport- 
Mittel gelost, welches ein Hamogiobin-Hydroxyethyl- 
starke-Konjugat enthalt, in dem Hamoglobin und die 
Hydroxyethylstarke selektiv iiber Amidbindungen zwi- 
schen freien Aminogruppen des Hamoglobins und in 
oxidierter Form vorliegenden reduzierenden Endgrup- 
pen der Hydroxyethylstarke miteinander verknupft 
sind. 

Es hat sich iiberraschenderweise gezeigt, daB erfin- 
dungsgemaBe Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Kon- 
jugate hervorragend als Sauerstoff-Transport-Mittel 



60 



65 



schirmeffekte der Hydroxyethylstarke immunologische 
Komplikationen verhindern, die bei der Verwendung 
von tierischem Hamoglobin zu erwarten waren. Eine 
bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung betrifft da- 
her ein Sauerstoff-Transport-Mittel, welches ein Hamo- 
globin-Hydroxyethylstarke-Konjugat enthalt, in dem 
das Hamoglobin tierischen Ursprungs ist. Das Hamo- 
globin kann beispielsweise bovinen, porcinen oder equi- 
nen Ursprungs sein. GemaB einer besonders bevorzug- 
ten Ausfuhrungsform der Erfindung wird fur die Her- 
stellung des Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konju- 
gates bovines Hamoglobin verwendet, das in isolierter 
Form auch ohne Vernetzung die bevorzugte Sauerstoff- 
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Bindungsaffinitat aufweist eine selektive Bindung von Hamoglobin an Hydroxyet- 

Sof ern humanes Hamoglobin verwendet wird, sollte hylstarke, wodurch ein Sauerstoff-Transport-Mittel ent- 

dieses mittels Vernetztung und/oder Polymerisation in steht Das Konjugat wird in einem mehrstufigen Verf ah- 

der tetrameren Form stabilisiert werden. Durch Vernet- ren hergestellt, bei dem man die reduzierenden End- 

zung und/oder Polymerisation wird humanes Hamoglo- 5 gruppen von Hydroxyethylstarke zunachst oxidiert und 

bin gleichzeitig zur reversibien Sauerstoff-Bindung un- anschlieBend Hamoglobin iiber freie Aminogruppen 

ter physiologischen Bedingungen befahigt Dem Fach- mittels Amidbindungen an die oxidierten Endgruppen 

mann sind eine Vielzahl von Verfahren zur Vernetzung der Hydroxyethylstarke koppelt 

oder Polymerisation bekannt ErfindungsgemaB kann Als Ausgangsmaterial fur das Verfahren wird vor- 

ein beliebiges Verfahren verwendet werden, sofern das io zugsweise Hydroxyethylstarke mit einem mittleren Mo- 

Hamogiobin dabei stabilisiert wird und die gewunschte lekulargewicht von 5 bis 40 kDa verwendet, besonders 

Sauerstoff-Affinitat (P 5 o von 20 bis 50 mm Hg) erhalt. bevorzugt ist Hydroxyethylstarke mit einem mittleren 

Bevorzugte Vernetzungsverfahren umfassen die intra- Molekulargewicht von 5 bis 20 kDa. Bevorzugte Hy- 

molekulare Vernetzung mit bis-pyridoxal-Tetra- droxyethylstarke ist ferner durch einen molaren Substi- 

phosphat (vgl. Keipert et al, Transfusion, Vol. 29 (1989), 15 tutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von 

767—773) oder Diaspirin (vgl. Snyder et al, Proc. Natl. C 2 :C 6 -Substitution im Bereich von 2 bis 20 charakteri- 

Acad. Sci. USA, 84 (1987), 7280-7284) oder eine Ver- siert. 

netzung und Polymerisation mit Raffinose (vgl EP- Im Rahmen der Erfindung wird fur die Hersteliung 

0 646 130). des Sauerstoff-Transport-Mittels bevorzugt stroma- 

GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungs- 20 freies, gereinigtes, pasteurisiertes, vernetztes und/oder 

form der Erfindung liegt das Hamoglobin vor der Kopp- polymerisiertes Hamoglobin verwendet. Das Hamoglo- 

lung an die Hydroxyethylstarke in desoxygenierter oder bin kann dabei menschlichen, tierischen oder rekombi- 

teilweise desoxygenierter Form vor. Bei teilweise de- nanten Ursprungs sein. Im Rahmen der vorliegenden 

soxygenierten Formen sind Zusammensetzungen be- Erfindung wird bovines Hamoglobin bevorzugt, da es in 

vorzugt, die zu 50 bis 80% aus Desoxy-Hamoglobin und 25 isolierter Form eine Sauerstoff-Bindungsaffinitat auf- 

zu 20 bis 50% aus Oxy-Hamoglobin bestehen. weist, die eine reversible Sauerstoff-Bindung unter phy- 

Fur die Hersteliung des Konjugates wird vorzugswei- siologischen Bedingungen ermoglicht. 

se Hydroxyethylstarke verwendet, die ein mittleres Mo- Nach einem bevorzugten Verfahren der Erfindung 

lekulargewicht von 5 bis 40 kDa aufweist, wobei Hy- werden die reduzierenden Endgruppen der Hydroxyet- 

droxyethylstarke mit einem mittleren Molekularge- 30 hylstarke oxidiert, indem man die Hydroxyethylstarke 

wicht von 5 bis 20 kDa besonders bevorzugt ist. Bevor- zunachst mit einer Iod enthaltenden L6sung vermischt 

zugte Hydroxyethylstarke ist ferner durch einen mola- und danach Kaliumhydroxyd-Losung dazugibt 

ren Substitutionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis Nach einem weiteren bevorzugten Verfahren der Er- 

von C 2 :C 6 -Substitution im Bereich von 2 bis 20 charak- findung wird das Hamoglobin in einem zweiten Schritt 

terisiert. 35 an die oxidierten Endgruppen von Hydroxyethylstarke 

ErfindungsgemaB bevorzugte Hydroxyethylstarke gebunden. Die Reaktion kann beispielsweise durch Ver- 

kann durch Siiurehydrolyse, beispielsweise mit HC1, aus mischen der Einzelkomponenten bei 40° C durchgefuhrt 

einer im Handel (Sigma) erhaltlichen Hydroxyethylstar- werden. Dabei kommt es zu einer nukleophilen Substi- 

ke mit vergleichsweise hoherem Molekulargewicht ge- tutionsreaktion zwischen einer freien Aminogruppe des 

wonnen werden. Die Hydroxyethylstarke wird anschlie- 40 Hamoglobins und dem Lacton der Hydroxyethylstarke, 

Bend mittels Acetonfailung gereinigt wobei eine Amidbindung entsteht, durch die Hiimoglo- 

Das Molekulargewicht des erfindungsgemaBen Ha- bin an die oxidierte reduzierende Endgruppe der Hy- 

moglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugates hangt von droxyethylstarke gebunden wird. 

dem Molekulargewicht oder der Molekulargewichts- ErfindungsgemaB hat es sich demgemaB iiberra- 
verteilung des eingesetzten Hamoglobins, der Moleku- 45 schenderweise gezeigt, daB nach dem Verfahren von 
largewichtsverteilung der eingesetzten Hydroxyethyl- Hashimoto et al. (Kunststoffe, Kautschuk, Fasern, 9, 
starke und der Auswahl der Reaktionsbedingungen ab. (1992) 1271 - 1279) zur Hersteliung von Block-Copoly- 
ErfindungsgemaB werden Hamoglobin-Hydroxyethyl- meren aus Polysacchariden und Polyamiden, Hamoglo- 
starke-Konjugate bevorzugt, deren Molekulargewicht bin so an oxidierte Hydroxyethylstarke gebunden wer- 
zwischen 100 und 700 kDa liegt, wobei ein Molekularge- 50 den kann, daB ein besonders vertragliches Sauerstoff- 
wicht zwischen 200 und 300 kDa besonders bevorzugt Transport-Mittel entsteht Unter Verwendung der erfin- 
|g t dungsgemaBen Lehre laBt sich die Synthese eines Ha- 
lm Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde fest- moglobin-Konjugates erstmals soweit kontroilieren, 
gestellt, daB die bekanntermaBen stabilisierende Wir- daB tetramere Hamoglobin-Formen an Hydroxyethyl- 
kung von Sacchariden auf Hamoglobin (vgl. Rudolph, 55 starke gebunden werden, ohne daB ein nennenswerter 
Cryobiology, 25, (1988) 1—8) auch von der Hydroxyet- Anteil an hochmolekularen Hamoglobin-Formen ent- 
hylstarke des Konjugates ausgeht, wenn kurzkettige steht 

Hydroxyethylstarke verwendet wird. Erfindungsgema- GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Er- 

Be Sauerstoff-Transport-Mittel weisen gegenuber un- findung werden die Reaktionsbedingungen so ausge- 
modifizierten HBOC-Produkten somit eine verbesserte 6 o wahlt daB ein Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konju- 

Lagerstabilitat bei 4°C und bei Raumtemperatur auf. gat entseht, das ein Molekulargewicht zwischen 100 und 

Damit ist das Sauerstoff-Transport-Mittel iiberraschen- 500 kDa aufweist, wobei ein Molekulargewicht zwi- 

derweise selbst zum Trager der vorteilhaft stabilisieren- schen 200 und 300 kDa besonders bevorzugt ist 

den Eigenschaften der Saccharide geworden. Nach dem erfindungsgemaBen Herstellungsverf ah- 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch die 65 ren erfolgt eine annahernd quantitative Umsetzung des 

Verfahren zur Hersteliung der Sauerstoff-Transport- Hamoglobins mit der Hydroxyethylstarke. Es verblei- 

Mittel, die ein Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konju- ben somit auch kaum niedermolekulare Hamoglobin- 

gat enthalten. Diese Verfahren ermoglichen erstmals Formen im Reaktionsansatz, wobei ein Gehalt von we- 
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niger als 5% an nicht konjugierten Hamoglobin-For- 
men bevorzugt ist DemgemaB werden in einer weiteren 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung nach der 
Kopplung von Hamoglobin und Hydroxyethylstarke 
keine aufwendigen Reinigungsverfahren benotigt, um 
das gewunschte Reaktionsprodukt zu isolieren. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form der Erfindung liegt das Hamoglobin vor der Kopp- 
lung an die Hydroxyethylstarke entweder in vollstandig 
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Austauscher Sauie wird die Losung iyophilisiert 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform der Erfindung erfolgt die Bindung des 
Hamoglobins an die selektiv oxidierte Hydroxyethyl- 
starke, indem Hamoglobin zunachst in DMSO aufge- 
nommen und in eine Dreihals-Rundbodenflasche uber- 
fufart wird. Dazu wird bei 40° C langsam eine in DMSO 
aufgenommene Losung zu einer nach obigen Verfahren 
oxidierten Hydroxyethylstarke gegeben. Nach 25-stfin- 



desoxygenierter oder teilweise desoxygenierter Form i0 digem Riihren bei 40° C wird der Ruckstand uber Gel- 



vor. Bei einer teilweise desoxygenierten Form sind Zu- 
sammensetzungen bevorzugt, die zu 50 bis 80% aus 
Desoxy-Hamoglobin und zu 20 bis 50% aus Oxy- Hamo- 
globin bestehen. Die Desoxygenierung des Hamoglo- 
bins kann mittels beliebiger chemischer oder physikali- 
scher Verfahren erfolgen. Dabei wird Hamoglobin ent- 
weder mit chemischen Reduktionsmitteln wie Na-As- 
corbat, Glutation, N-Acetyl-Cystein oder N-Acetyl- 
Methionin versetzt oder mittels einer Gas-durchlassi- 



permeationschromatographie (GPC) und Ultrafiltration 
gereinigt und so vom Losungsmittel befreit Die MG- 
Zunahme der Hamoglobinpraparationen wurde mit Hil- 
fe der GPC anhand von gebrauchlichen Standards do- 
15 kumentiert 

Die Erfindung betrifft ebenfalls Sauerstoff-Trans- 
port-Mittel, die Hydroxyethylstarke-Hamoglobin-Kon- 
jugate und Albumin enthalten. Das Albumin kann dabei 
menschlichen, tierischen oder rekombinanten Ur- 



gen Membran gegen inertes Gas, wie N 2 , He oder Ar, 20 sprungs sein und wird bevorzugt als waBrige Losung 



zirkuliert 

In einem besonders bevorzugten Verfahren wird Cy- 
stein als Reduktionsmittel verwendet Die Reduktion 
wird durchgefuhrt, bis der Oxy-Hamoglobin-Gehalt we- 
niger als 5% betragt, wobei ein Gehalt von weniger als 25 
1% bevorzugt ist Der Gehalt an Met-Hamoglobin soll- 
te weniger als 3% betragen, wobei ein Gehalt von weni- 
ger als 0,5% bevorzugt ist. 

GemaB einer weiteren besonders bevorzugten Aus- r . _ „ „ _ _ _^ 5 ^ ^ AU1 UiraU u 6 ™* 

tunrungsform der Erfindung wird fiir die Herstellung 30 gewiinschten osmotischen Druckes in dem Sauerstoff- 
des Hamoglobm-Hydroxyethylstarke-Konjugates eine Transport-Mittel verwendet werden kann, sind Sauer- 
Hamoglobm-Losung verwendet, in der das Hamoglobin stoff-Transport-Mittel mit einem vergleichsweise hohen 
\ L/° ^° /o aus Desox y- H amoglobin und zu 20 bis Anteil an Albumin und einem geringen Anteil an Hamo- 
50% aus Oxy-Hamoglobin besteht Zur Herstellung ei- globin-Hydroxyethylstarke-Konjugaten besonders be- 
ner derartigen Hamoglobin- Losung kann Oxy-Hamo- 35 vorzugt 



eingesetzt. Das Sauerstoff-Transport-Mittel enthalt Al- 
bumin bevorzugt in einer Konzentration von zwischen 2 
und 20 g/dL, wobei Konzentrationen zwischen 5 und 
15 g/dL bevorzugt sind. 

In erfindungsgemaB bevorzugten Sauerstoff-Trans- 
port-Mitteln kann das Gewichtsverhaltnis von dem Ha- 
moglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugat zu Albumin 
von 1 : 10 bis 4 : 1 betragen. Da das Albumin wesentlich 
preiswerter ist als das Konjugat und zur Erzielung des 



globin teilweise desoxygeniert werden oder Desoxy- 
Hamoglobin teilweise oxygeniert werden. Der Gas- 
Austausch kann dabei nach beliebigen Stand der Tech- 
nik beschriebenen Verfahren durchgefuhrt werden. Be- 
vorzugte Verfahren umfassen die Begasung einer De- 
soxy-Hamoglobin-Losung mit Sauerstoff oder mit ei- 
nem Gas, das Sauerstoff enthalt, oder eine chemische 
Teil-Reduktion des Oxy-Hamoglobins mit einem Re- 
duktionsmittel, wie beispielsweise Na-Dithionat, Na-As- 
corbat oder Na-Bisulfith. 

Nach AbschiuB der Reaktion kann das Reduktions- 
mittel beispielsweise durch Ultrafiltration abgetrennt 
werden. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Er- 
findung wird die Ultrafiltration mittels einer Membran 
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Die Erfindung betrifft ferner Sauerstoff-Transport- 
Mittel, die Hamoglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugate 
und Albumin enthalten, und eine besonders gute vasku- 
lare Vertraglichkeit aufweisen. GemaB einer besonders 
bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden 
dafur die beschriebenen Konjugate mit Albumin, vor- 
zugsweise mit humanem Serumalbumin vermischt, wel- 
ches zuvor mit Stickstoffmonoxid gesattigt wurde. Ha- 
moglobin und Albumin besitzen die Eigenschaft NO in 
45 N-Nitroso-Form zu komplexieren (vgl. Keaney et al, J. 
Clin. Invest., 91, (1993) 1582-1589). Vernetzte HBOC- 
Produkte besitzen in der Regel keine kooperativen Ei- 
genschaften mehr. Daher fehlt ihnen die Fahigkeit zur 
kooperativen NO-Bindung. Im Rahmen der vorliegen- 



mit einer AusschluBgrenze von 30 bis 50 kDa durchge- 50 den Erfindung wurde iiberraschenderweise gefunden 



fiihrt, so daB gleichzeitig mit dem Cystein dimerisierte 
Hamoglobin-Molekule entf ernt werden. 

Nach einem besonders bevorzugtem Verfahren der 
Erfindung wird das Hamoglobin anschlieBend unter 
N 2 - Begasung Iyophilisiert 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform der Erfindung wird Hydroxyethylstarke an 
den reduzierenden Endgruppen selektiv oxidiert, indem 
eine waBrige Losung aus fraktionierter Hydroxyethyl- 



daB dieser Mangel der Hamoglobin-Hydroxyethylstar- 
ke-Konjugate kompensiert werden kann, indem ein 
Sauerstoff -Transport-Mittel verwendet wird, das neben 
dem Konjugat eine Albuminlosung enthalt, die NO 
55 komplexiert hat. Dabei erfolgt die Sattigung von Albu- 
min mit NO durch Begasen einer Albuminlosung mit 
NO unter Sauerstoff-AusschluB. Die vaskulare Vertrag- 
lichkeit des Produkts wird dadurch weiter verbessert 
Die vorliegende Erfindung betrifft insbesondere die 



starke (MG < 10 kDa) zunachst mit einer 0.1 N lodlo- 6 o Verwendung der erfindungsgemaBen Sauerstoff-Trans- 

sung versetzt wird. AnschlieBend wird bei Raumtempe- portmolekule und der Zusammensetzungen aus den Ha- 

ratur (RT) 0.1 N KOH Losung zugegeben, bis die vom moglobin-Hydroxyethylstarke-Konjugaten und Albu- 

Jod stammende Farbe verschwindet. Dieser Schritt wird min als Blutersatzstoff, Plasma- Expander, Perfusions- 

emmal wiederholt und die Mischung anschlieBend fiir mittel, Hamodilutionsmittel und/oder als kardioplegi- 

weitere 30 mm geruhrt. Danach wird die Losung einer 6 5 sche Losung. 
Dialyse unterworfen, wobei die Dialysemembran ein 
AusschluBvolumen von etwa 9 kDa aufweist Nach 
chromatographischer Reinigung durch eine Kationen- 
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B.l Desoxygenierung von Hamoglobin durch Begasen 



C. Koppiung von Hamoglobin an die oxidierten 
Endgruppen von Hydroxyethylstarke 



dards dokumentiert 



Herstellung eines Hamoglobin-Hydroxyethylstarke 

Konjugates 

5 

A. Oxidation der reduzierenden Endgruppen von 

Hydroxyethylstarke 

Zu einer in weniger als 3 ml deionisiertem Wasser 
aufgenommenen Losung fraktionierter Hydroxyethyl- io 
starke (MG < 10 kDa; ca. 5 g) wurden zunachst tropfen- 
weise 2 ml einer 0.1 N Iodlosung gegeben. AnschlieBend 
wurde bei Raumtemperatur (RT) 0.1 N KOH Losung 
zugegeben, bis die vom Jod stammende Farbe ver- 

schwand. Durch Wiederholung des o.a. Schrittes wurden 15 
14 mi Jodlosung und 23 ml KOH-Losung zu dem Reak- 
tionsansatz gegeben und die Mischung anschlieBend fur 
weitere 30 min geriihrt Danach wurde die Losung einer 
Dialyse mit einem AusschluBvolumen der Dialysemem- 
bran von etwa 9 kDa unterworfen. Nach chromatogra- 20 
phischer Reinigung an einer Kationen-Austauscher 
Saule (Amberlite IR-120) wurde die Losung lyophili- 
siert Die Ausbeute lag in einer GroBenordnung von 
85%. 
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Bovines Hamoglobin (Biopure, Boston, USA) in einer 
Konzentration von 6g/dL in 0,5 M NaCl, 0,1 M 
Na2HPC>4 und 0,05 M NaHC(>3 wurde durch Begasen 30 
desoxygeniert. Das Hamoglobin lag zunachst zu 94 bis 
96% in Form von Oxy-Hamoglobin vor. Die Desoxyge- 
nierung erfolgte in einem geschlossenen Behalter, in 
dem die Hamoglobin-Losung iiber einen Gasaustau- 
scher zirkuliert wurde, wahrend die Membran kontinu- 35 
ierlich mit N2 bei einem Druck von 10 p.sl begast wur- 
den. Bei einem Gehalt von 70% Desoxy-Hamoglobin 
wurde die Desoxygenierung beendet AnschlieBend 
wurde das Hamoglobin unter N2-Begasung lyophilisiert. 

40 

B.2 Desoxygenierung von Hamoglobin mittels 
chemischer Reduktionsmittel 

Bovines Hamoglobin (Biopure, Boston, USA) in einer 
Konzentration von 6g/dL in 0,5 M NaCl, 0,1 M 45 
Na2HP04 und 0,05 M NaHCC>3 wurde chemisch redu- 
ziert Dafiir wurde die Hamoglobin-Losung mit 100 mM 
Na-Disulfit versetzt Nach einer Stunde bestand die re- 
sultierende Losung zu 75% Desoxy-Hamoglobin. Das 
Na-Disulfit wurde mittels Ultrafiltration bei einer Mem- 50 
bran-AusschluBgrenze von 50 kDa abgetrennt An- 
schlieBend wurde das Hamoglobin unter N2-Begasung 
lyophilisiert 
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Jeweils etwa 1 g des in den Schritten B.l und B.2 
hergesteliten Hamoglobins wurde in 15 ml DMSO auf- 
genommen und in eine 100 ml Dreihals-Rundbodenfla- 60 
sche uberfuhrt Hierzu wurde bei 40° C langsam eine in 
0.5 ml DMSO aufgenommene Losung von gemaB A. 
oxidierter Hydroxyethylstarke gegeben. Nach 25-stiin- 
digem Ruhren bei 40° C wurde der Ruckstand iiber Gel- 
permeationschromatographie (GPC) und Ultrafiltration 65 
aufgereinigt und damit vom Losungsmittel befreit Die 
MG-Zunahme der Hamoglobinpraparationen wurde 
mit Hilfe der GPC anhand von gebrauchlichen Stan- 



Patentanspriiche 

1. Sauerstoff-Transport-Mittel enthaltend ein Ha- 
moglobin- Hydroxyethylstarke- Konjugat, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Hamoglobin und die Hy- 
droxyethylstarke in dem Konjugat selektiv iiber 
Amidbindungen zwischen freien Aminogruppen 
des Hamoglobins und in oxidierter Form vorliegen- 
den reduzierenden Endgruppen der Hydroxyethyl- 
starke miteinander verkniipf t sind. 

2. Sauerstoff-Transport-Mittel nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin-Hy- 

droxyethylstarke-Konjugat im Sauerstoff-Trans- 
port-Mittel in einer Konzentration zwischen 2 und 
20 g/dL vorliegt 

3. Sauerstoff-Transport-Mittel nach Anspruch 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugat im Sauerstoff-Trans- 
port-Mittel in einer Konzentration zwischen 5 und 
15 g/dL vorliegt 

4. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hamoglobin menschlichen, tierischen oder rekom- 
binanten Ursprungs ist 

5. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hamoglobin bovinen Ursprungs ist. 

6. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hamoglobin vor der Koppiung an die Hydroxyet- 
hylstarke als Desoxy-Hamoglobin vorliegt. 

7. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hamoglobin vor der Koppiung an die Hydroxyet- 
hylstarke als Mischung von Desoxy-Hamoglobin 
und Oxy-H&moglobin vorliegt, wobei der Anteil 
von Desoxy-Hamoglobin 50 bis 80% und der Anteil 
von Oxy-Hamoglobin 20 bis 50% betragt 

8. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Hamoglobin vernetztes und/oder polymerisiertes 
Hamoglobin ist. 

9. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der An- 
spruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Hydroxyethylstarke ein mittleres Molekularge- 
wicht von 5 bis 40 kDa aufweist. 

10. Sauerstoff-Transport-Mittel nach Anspruch 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
starke ein mittleres Molekuiargewicht von 5 bis 20 
kDa aufweist 

11. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 

Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB 

die Hydroxyethylstarke einen molaren Substitu- 
tionsgrad von 0,1 bis 0,8 und ein Verhaltnis von 
C2 ^-Substitution im Bereich von 2 bis 20, jeweils 
bezogen auf die Hydroxyethyigruppen aufweist. 

12. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 
Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Mittel ferner Albumin enthalt. 

13. Sauerstoff-Transport-Mittel nach Anspruch 12, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Albumin Seru- 
malbumin menschlichen, tierischen oder rekombi- 
nanten Ursprungs ist. 

14. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 
Anspruche 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Albumin in einer Konzentration zwischen 2 
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und 20 g/dL vorliegt. tionsmittel und/oder kardioplegische Losung. 

15. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 
Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Gewichtsverh^ltnis von dem Hamoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugat zu Albumin im Bereich 5 
von 1 : 10 bis4 : 1 liegt 

16. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 
Anspriiche 12 bis 15, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Albumin vor Zugabe zu dem Konjugat in waB- 
riger Losung mit Stickstoffmonoxid (NO) gesattigt 10 
vorliegt 

17. Sauerstoff-Transport-Mittel nach einem der 
Anspruche 1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Mittel als wSBrige Losung oder als Lyophilisat 
vorliegt 15 

18. Verfahren zur Herstellung eines Sauerstoff- 
Transport-Mittels enthaltend ein Hamoglobin-Hy- 
droxyethylstarke-Konjugat, dadurch gekennzeich- 
net, daB man die reduzierenden Endgruppen von 
Hydroxyethylstarke zunachst oxidiert und an- 20 
schlieBend Hamoglobin iiber freie Aminogruppen 
mittels Amidbindungen an die oxidierten Endgrup- 
pen der Hydroxyethylstarke koppelt 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Oxidation der reduzierenden 25 
Endgruppen der Hydroxyethylstarke durchfuhrt, 
indem man Hydroxyethylstarke zunachst mit einer 
Iod enthaltenden Losung vermischt und danach 
Kaiiumhydroxyd- Losung zugibt 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 18 oder 30 
19, dadurch gekennzeichnet, daB man die Verkntip- 
fung der freien Aminogruppen des Hamoglobins 
mit den in oxidierter Form vorliegenden reduzie- 
renden Endgruppen der Hydroxyethylstarke 
durchfuhrt, indem man die Einzelkomponenten bei 35 
40° C vermischt 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin 
menschlichen, tierischen oder rekombinanten Ur- 
sprungs ist. 40 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin bo- 
vinen Ursprungs ist 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin vor 45 
der Kopplung an die Hydroxyethylstarke als De- 
soxy-Hamoglobin vorliegt 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin vor 
der Kopplung an die Hydroxyethylstarke als Mi- 50 
schung von Desoxy-Hamoglobin und Oxy-Hamo- 
globin vorliegt, wobei der Anteil von Desoxy-Ha- 
moglobin 50 bis 80% und der Anteil von Oxy-Ha- 
moglobin 20 bis 50% betragt 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 24, 55 
dadurch gekennzeichnet, daB das Hamoglobin ver- 
netztes und/oder polymerisiertes Hamoglobin ist 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 18 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Hydroxyethyl- 
starke ein mittleres Molekulargewicht von 5 bis 40 eo 
kDa, einen molaren Substitutionsgrad von 0,1 bis 
0,8 und ein Verhaltnis von C 2 :C6-Substitution im 
Bereich von 2 bis 20, jeweils bezogen auf die Hy- 
droxyethylgruppen, aufweist. 

27. Verwendung eines Sauerstoff-Transport-Mit- 65 
tels nach den Anspriichen 1 bis 17 oder hergestellt 
nach den Anspriichen 18 bis 25 als Blutersatzstoff, 
Plasma-Expander, Perfusionsmittel, Hamodilu- 
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